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Abstract 

The invention relates to a rutheniunn complex having the formula Ru2+L1L2L3I wherein L1, L2 and L3 are 
the same or different are equal to a bi- or polycyclic ligand with at least two nitrogen-containing 
heterocycles, whereby at least one of these ligands is substituted with at least one group conferring water- 
solubility, and whereby at least one of these ligands is substituted, optionally via a spacer group, with at 
least one reactive group, and whereby the ligands L1, L2 and L3 are attached to the ruthenium via nitrogen 
atoms. The invention is further related to such ruthenium complexes having coupled thereto an 
immunologically active material, for example, antigens, haptens or antibodies and to the use of said 
ruthenium complexes in fluorescence spectroscopy. Specific ligands L1, L2 and L3 which are useful in the 
ruthenium complexes of the invention are, e.g., 2,2-bipyridine, 1,10-phenanthroline 
benzbathophenanthroline or bathophenanthroline groups. Groups which are useful for conferring water- 
solubility on said ligand are, e.g. sulfonic acid groups which are preferably present in the form of their salts. 
Useful spacer groups are e.g. an alkylene groupcontaining 1-8 carbon atoms and which is optionally 
substituted with -S02-NH-, -S-, -0-, -COO- or -CO-NH- groups. Useful reactive groups to which the 
immunologically active material is coupled, are e.g. -COOH, -I, -NH2, -NCS or -S02Hal groups. The 
ruthenium complexes according to the present invention can be detected with great sensitivity by 
fluorescence spectroscopy and are thus useful in fluorescense immunoassays. 
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@ E8 wanton Rutheniumtomplsxe faeachrieban. m die en 
Inwn u nukJuiadt aktives Matanal gakoppett warden km bzw. 
iaL Die Rumenkjrnlu)niplexa haben (te 

worin U, U und U gteich Oder verschieden Bind iMid je 
ainen bi- Oder polycycfischen Uoanden mtt mindeatens zwei 
•tickstofmattioen Hetorocycten bedautsn. wobet mfaMfeatum 
einer dieaer Uganden mit mindestsns efner waaaerlteSch 
machenden Qnqjpe aubstituiert iat, und ivobei mindestSRs 
einertfeaer Ligandon mrt mtndestans einer fotfctiven Qruppe. 
oegebenenfalte Qber aine Spaoeignippe, aubstituiert iat. und 
wobet die Uoanden U. U und U Ober S tickat o ffah Jiiia » 
das Ruthenium gebunden atnd. 

Die LioandBn L.. U and U enthaltan beiapiehveise 2^' 
*B(pyri(fin-, l,iO-Phenanthn)in-, Benzbathophenanthcofin- 

aodar BathophenanthroinQiuppen. 
Die Spacergruppe ist beispietaweiae aine Aatylengri4)pe 
mit hOchstens 8 C-Atomeo. (fe gegebenenfafis -SO,-NH-, 
-0-. •COO- Oder -CO-NH- aufweiaen Isann. 
10 Ala reaktrve Qnippen, an (fie das immunotogiach ektive 
^Malah^ gebunden wird kommen vorzugaweiae -COOH. -J, 

-NCS Oder -SOtHal Qnippen in BetractiL 
00 Ala immunohjyiact) aktive MatertaSen. wek:hQ m die 
■^^[O'w^^wten Putheni u mfcmipiuw gekoppetl amd. kommen 
v^M^ondere Antigene, l^aptsne Oder Am*Orper, tB. An- 
QtWrper gegen carctnoentbryonala Antigen, in Betracht 

Die Rutheniumkomplexa gemtea vorfegende Erfindui^ 
Q^lasaen anh duoreazenzapektraskoptach aehr em&Kffich nach- 
UJwQtsen. 
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MgtaiP^PfTTPtexft gn dfe ein ImmwwtoQisch flKtives Matenal oekoooeft werden Kann bzw. tet. deren HersteftunQ and Vftrwanrt. mn 



Die vorfiegende Erfindung betrffR RulheraumkompleKa, 
an disetn Immunotooisch aklives MatBfa qe to ppe tt 
kana 

Die RuthenkmdtomplQxe weisen <fie aBgemeine Formel 

I auf, worin U. U und U gleich Oder verschieden stnd 
und je einen be Oder polycycischen Uoanden mtt minde- 
stans rwei aticKatof D ialtigan Itoto focycl o n bedeutan, wobai 
mindestans einar dieoer Ugandan vrH nmdestona einar 
wassarttsOch machendan Qng)p8 eubstituiert ist und «wobei 
nwtdastans affier diesar Ugandan mit nMestsns oner 
red(tiven Gnippe, geganbenentafo Qber esna Spacergnippa. 
substituiert tsU und wobet die Ugandan L,. U und U Ober 
Sticksioftatoma an das Rutheniun gebunden stnd 

Die Ugandan U und U kOnnan glaich odar verschie- 
dan aain und baispielswetsa 2.2'-Bipy?1din- , 1.10-Phen 
anthntin-, BenzbathophenantMin- odar faisbeaondere Ba- 
ttwphan a nl hr oingi u ppan enthaton. Die Ugandan L, und 
L4 6ind vonugowoioo glsich. 



Als Qmppan, welche dia Ugandan wasserioaich ma- 
chen. Icomman insbesondere SuHbnsfturegruppen in ba- 
tracW, <fia vorzugswetse in Form dvar Salza vorfiegen. 
Basondera ba>ranugt stnd hiarbei die Natrfimnatza 
6 Der Ugand U enthdft beispiateweiaa eina 

2^'-efpyn(fin-, I.IO^hananthrofin- odar tnsbeaondere eina 
Bathophectanthfotingruppa. 

Die aingangs envahnte Spacargruppe ist vorzugswfoiae 
eina AQcylengnjppe mtt hOchstans 8 C-Atomen, die gagebe- 
TO nenfaOs -SC-NH-, -S-. -0-. -COO- odar -<X>NH- auf- 
weiaankann. 

Als raaktivs Qruppen. an die das immunokigiach aktive 
Material gabundan kommen vorzugsweiae -COOH. ^, 
-NH„ -NCS Oder -SO, Hal Qnippen in BetracM. 
T5 Bei Ru-Kompteocen mit 3 kientischen Ugandan U, U 

und U muss der Ugand sowoM eoie wasseriasfich ma- 
chenda Qnjppe wie auch etna Spaoergruppa mit leaktiver 
Qnjppe aufweiaen. 

En hierfib' g oo ign o t o r Ugand ist ifie Verbfndur^ der 
20 Fonne) [(SO.NaKSO.NH CH,CH.COOH)balhol 



/In 



Na03S-4Oi 1Q4- 



SO^NH 



COOH 

Bat Ru-Komplexan, <Se zwei verachiadene Ugandtypan Als Ugandan U und U eignan och in dmam FaSe 

aufweiaen. kann der able Ugancftyp (fie wasaerltaSch ma- vorzQgfich (fie Qruppen dar Fonnel 

ctiende Qnjppe Oder Qnjppen tiaoen, nvShrend der andere ss 
Ugandtyp Ober eine Oder metvera Unkfnggnoipen (raaktive 
Qmppe, (fie fflier einen Spacer an Ketaro(;y(ius gebunden 
IsO varfQgi 



SO^Na 



[ {S03Na)2batho] 



und als Ugand U vorzugsweise die folgenden Gruppen 
[(SaNa)(SO,NH CH,CH.COOH)batho] 



" COOH 
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[(SO,NH CH.COOH.)bamol 



HOOC COOH 



((SO,NH CH,CH,CXX>H),batho] 



COOH COOH 



I(SO,NH CH,CH,CH,COOH),baiho] 

/!\ /Is 

-f.'3 <(5)S(6> • ?^'3 

HOOC ••-N^ ^.QQjj 

[(SO.NH W.CH,CH,CH,CH,COOH),batho] <o 



HOOC • ^ " COOH 

{{CH,CH,CH,CH,COOH)t)aJho3 



. /-n". .^i^ — (CHo) .-COOH 

lOl iOl 
\ / \ //-\N / \ / 



((CH,CH,CH,CH,CH,COOH)batho] 
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10 

[(CH,CH,CH,CH,(X»OH)benzobatho] 

KCOOHWW] ^ 

HOOC (0)-'-(p) COOH 



Die Syntheae der Ueanden U. welche (Se Unfdno 
Qiuppe bzw. Qruppen traoea, arfotgt nach Verfahren. dto 
naditolDend schemata teschrieben 

0) [(SO.NH{CH, . COO-t^XityOibaSio] und 
KSO,NaMSO,NH CH,CH,COO-t-tutyObatho 
Bei der Synthase (fieaer >fertirxlungen gem man vom 
Dinatrfum-Salz der Bathophertanthre&KfisuHonsdure aua 
Daraua staSt msi nit PCta zunflchst daa entsprachende 
I»8utfochlorid her (vgL F. Muth in *Houb6r>-Weyl. Methoden 



der Organiachen Chemie". Band DC. & S63, 4. AuSage 
1855. a Thieme Vertao. Sbfttgany. CHaaea wind anacttfea- 
aend tax dem t-Butylestar einer Aminoedure (wie zB. 
-Alanin, Qlycin. 4-AntinobuttarB&ura Oder 
6-Amtnoc8pronsaure) gentaas «3(gendem Schema am em- 
aprechanden SuHonamid umgeaetzt <voL F. Muth in 
'Houberv-Weyl, Methoden der Organiachen Chemie*. Band 
DC S. 609. 4. Aunage 1855. G. TTHeme Vertaug StuttgffQ: 
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35 

-{0<)Morpropk)nylH)enval^ der entsprechend e n « 
-PheoytfBteauremetfiyteater, wobef die letztaren durch Acy- 
Berung des 5-Phenyl valerians&uremetfiytester (Ruka) bzw. 
dea 6^ >h enytoaprCTt8ai j remo»hyteato> 8 (vbL W£. Truce und 
40 C.E Olson; J. Amer. Cham.Soc. 25» 1651 (1953)) mrt 
/9<)hkirpri)ponyk:hland gemtes nachtofgendem ReaMionss- 
ctisma ertiatten wofden: 



B6i dteear Raek&on entstam neben dem DiauHonamid 
ato NebonproAjkt inwner auch noch das MonoauMonainid. 

Die Verseffuno dsr t-Butytesier erfelgt erst nach der 
Syntheoe der entsprechendsn ^t-KomptoxeL 

b) [(CH,CH,CH.CH,COOH)batho] bzw. 

l(CH,CH,CH^,CH,COOH)batho] 

Die Synffieae (fieser Ugandan mrt Valentftsdure bzw. 
Capronsfturs ate Unldng^njppe erfotgt mttato Skiaup'scher 
Reakbon (vgL F.H. Caae und P.F. Strohm; J.Org.Chem. 2Z, 
1641 (igs2)) 8US 44>heny)-8nvrarKH:hinolin <vgL fM. 
Case; J.OfB.Chem. ifi, 1541 (1851)) und den p 
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<CH^) COOCH, 
' 2 n 3 




n « 4 and 5 



ClCH^CH^COCl 



P-Chlor propionyl- 
chlorid 



{CHJ COOCH, 
2 n 3 



p-(3-Chlorpropionyl)- 
Deri vat der <*; -Phenyl- 
fettsauremethylester 



CIH 




2 H 



4 -Pheny 1-8- ami no- 
chinolin 



H3P0^ 



H^AsO^ (Arsensaure) 



(CH^)^COOH 




5- /p-(7-Phenyl-l,10-phenanthrolin-4-yl)phenyl7. 
pentansaure s[ (CH^CH^CH^CH^COOH) batho] 

6- /p-(7-PKenyl-l,10-phenanthrolin-4-yl)phenyl7. 
heiansaure a[ (CH2CH2CH2CH2CH2COOH) ba tho ] 



6 



n 
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c) ((CH.CH,CH.CH,CXX>H)benzobalho] 



I>ie Synthese dieser Vertwidung 

(Benzt>-bethoph8n8nthrolin-perTtansdura) erfolQt Ober meh- 
rare Stufen aus 2-Afnino-3-naphthoe8fiure gemfiss fotgen- 
dem Schema (vtf. E. Koft und F.H. Case; J.Onj.Chem. ZL 
885 (1962)) 



iOiOi 

\ / \ / 



r- cooH 



3-Chlorpropiophenon 



iOiO! 

'■: Yo> 



"3™4 

Arsensaure 
- COOH 



'■9/- 



1 



Curtius-Abbau 



roior'"'^ 



/ \ / 

lOl • 



substituiertes 
3-Chlorpropiophenon 
H^PO^, Arsensaure 



HOOC(CH2)4-.^q\ 



^ Skraup'sche Rkt. 



Skraup'sche Rkt. 



05 
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FOr (fie Synthesa von Ru-Komplexsn itA 3 idenlischen 
Uganden wenien m der Lftsratur 2 Verfahren beschriebon: 

Nach Braddock und Meyer [JAraChem.Soa 95 . 
3158 (1973)] ertiitzt man wasseriteliches Ruthemumtrfch- 
torid zusammen mit dem Uganden fOr ttngere Zeit bi DMF. 
wob^ fiich der Komplex unter teilweiaer Zeroetzung des 
LOsemittels bOdet 

Bevofzugt verwendet man jedoch das von Un et aL 
[J.Am.Chem^ 8& 6536 (1976}) beschdebene Vertah- 
ran. Dabei ertiim man KaSumpe n tac hl oi oa quoruthenal 
(K,Ru Cl.'H.O) in schwach salzsaurer Umgebung mit der 
3-fachen stfichiometnschen Mange an Ljgsnd und reduziert 
anachOessend die lOsung mtt NatriumhypoptosphH. 

Die KersteOung der RuthentumkompleNe mit 2 vars- 
chiedenen Ugandtypen erfolgt nach Dteratuftoekanntan IMe- 
thoden. gemdss Beter et aL Halv.Chim.Acta 83« 1675 
(1980). 

Im HinbHcft auf <fie Tatsache, dass bei cfiesan Komple- 
xsn der Ugand U von dan tigarden und U varacNa- 
den isl «M ein stufanweiaer Aufbau des KornpisDGBa bevor- 
zugl (Se&stvaretandich honme der Komptax auch mittate 
efner etsttstischen Synthase hergegtaH warden, doch iA 
diese MOgBchkeit nicht bavofzugt, da eae achwerar kocM- 
Bertar Ist) Dabei wW in einer ersten Stufe mtt was- 
aedosflchem Ruthenlumtrichlond und der doppett 
atflchiometnschen Menga an Ugand L, bnv. U in Dime- 
thytfbmiamid (mit Uthiumc hto rid ats Kalalyaator} das Zwia- 
chenprodukt RuUUCl, hergestaSL Dfeses Zwischenpro- 
dukt vrird mit dem Ugandan U anac ha eaaend zum 
gewOnachtan Komplex umgeaetzL 

Wird ata Ugand U eine Verbindurv venvendat, deren 
reaktive Qnjppe in geschOtzter Form voriegt - zB. ^ 
VButylestBr bei den Sidfonamid-Dertvalen das Balhophe- 
nan t hP o Bna - ao eriblst die Abspaftung (fiaaar Schutzgnqipa 
bevonugt erst nach der Synlheae des entsprachanden Ru- 
Kom piexasL 

Die taoBenjng und Reini^ing der gebideten Rutha- 
ni umi wmptexe ertotgt nach het fc flmmichen IMelhoden. durch 
UmfSflen, Sftutenchro ma to grap hie oder prSparstive Dicfca- 
chfchtchromatographia. 

Ala immunoiogisch aldiva lyiatedaBen. weiche an (fie 
voranwdhnten RuiheniumicompteaoB gaicoppeft sind. Icomman 
cnabesondere Antigene. Haptene oder Antilcfirper CnMuaive, 
Z.B. Fab-Fragmente) in BetrachL Ala Antatarper Itflnnen 
sowoM potyUonale wie monoldonale AntiltOcper verwendet 
weidea 

Bn besonders bevoczugtas immunolo^sch aldives 
Material tst ein AntikOrper gegen cardnoembryonales Anti- 
gea Bn wtiterhin besonders bevorzugtas hnmunokigiach 
aktivea Matartal lat ein AntflcOrper gagen menachfiches 
Choriongonadotropin, aowie ein AntOcOrper gegen a 
-^ntarfenin. 



Die Kopplung des immunoiogtachen Matariate an den 
Rutheniumkomplex erfolgt in an aich bekannter Weiaa Sne 
bevorzugta Kapphmgsweise bestsht darin, dasa man den 
Ruthermflnkomplac und das im m u notogisch aktive Material 

6 mit einem wassertts S chem C art xx fim kfctertvat. zJB. tnt N- 
CyclohexyJ-N'HZ-moiphoOnoamyOKartxxfimkJ 
methyH>-totuol8uttbn8t behandeit 

Die RutheniumkompleBca gemdas vorfiegervJer Erfindung 
lasaen sich fluor nam i u spektrDSkopisch aehr empfind&ch 

10 natiiwaiaen. Sie and hastens geeignet ala K ter fc a niiufa k tMe 
fOr hochempfindSche FtuoraazanzHmmuno-Aaaaya. Sle M 
insbesorxfero geeignet fur einen zaitau^geiOatsn 
Fluoraszenz-lmmunonAssay, wie er betspietswveiae tn der 
UT-OS 2628158 beschrfeben wird. Durch die Verwendung 

75 der Rutheniumkomplexe gemdss vorfiegender Erfindung an- 
atade des h&ufig verwendeten FITC 
(Fhjoiesoemiaothkjcyanat) kann dte NachwecaempfindBchkeft 
bei Ftuoraszenz-fmrnuno-Assays verbessart warden. Dies 
ist hs beeo n dena bei der Bestirnmung gertngo- Mengen von 

20 Anfigenen In KArperflOaaigkeiten, wie zB. Plasma uid 
Serim. von Voftea. Batapiele fOr aotehe Antigene aind z£. 
daa c arcinoe mbiyorwto Antigen (CEA). das ^44CQ oder 
(tas o-tntertaron. 

Die kn Rahman dar vorBegenden Erfindung v w wendete 

26 Messapp ar atur fOr (fie xeftauliBeltata Fluoreazanzmeasung 
wird im folgenden baachrieben und anhand einea Schemes 
artfiutart 

Bne gepuiste UchtqueBe - Farbstafflaaar • regt mit 
UchtbitzangeelgneiarWegenIfinge.X» 463 nm, dto Meas- 

30 probe zur Ruoraszenz an, wobei (fie Bfitzdasr t • 0.7 na 
viel kOraer ate (fie AfafcSnoait dee fl u orasdererKten Markare 
ist Die Fhioreazenzstrahtung wird dann mit einer OptBc 
dufch einen Kanteneiar (Batzera 610). der (fie Emisakana- 
weOsnUnge daa Markers durchldaat auf dto Photokalhode 

ss ekiea Pht^omulSpBers gefOhrt 'Die einzakien d o ia kli eii u ii 
Photonen etesugen Stponqxrfae, (fie nach Veratftrfcurxi wid 
Normierung dig^ gezAhlt warden 

(PhokXHXKjnting4lethode). Ueber eine Ph otodtode ateuert 
daa a nrageiKfa BBtzficht gl eta hz ei tiu eine Torachettuno. 

-co wetehe nach einer einstaSbaran VerzOgerungszett 6 - 2 ps 
den Zfihier startst und nach einer einstaBbaran Oeffnunga- 
zeit dea Messfenstera At« 3 ps den ZfiMprozess wieder 
moppL Die VerzOgarunoszeit A w^rd ao gewfihtt daas tn ^hr 
StreuSchtaffekte aowie (fie B a c kor oundnuoraaanz praktiach 

45 voOstfindig abgekkmgen sind. Auf (fieae Art wird (fie AnzaN 
gezfihtter Pdse propor tk x wl zu der IMarfcerfiuoraazenzinten- 
sitai weiche separat vom Background gemessen winL 

SchematiflcheDar8tentinQdefMe«si>no«»h^ 
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15. 
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V 
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^ .5 
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1. 


Lichtquelle 


8. 


Verstarker 


2. 


Quarzplatte 


9. 


Diskriminator 


3. 


Probe 


10. 


Zahler 


4. 


Sammellinse 


11. 


Photodiode 


5. 


Kantenfilter 


12. 


Torschaltung 


6. 


Fokossierlinse 


13. 


Anregungs-Lichtblitz 


7. 


Photomultiplier 


14. 


Fluoreszenzlicht 



HOTteftffWvonBattxMhenant^^ 



15, 



2^ g gotrocknetes Bathophe na nthroliiK Jt aul- 
fonsfture-Dinattumfialz (Rute) weiden mft 3.1 g PO, und 
750 ^ POCI. in einem 600 ml Rurafto&en gut durchmtschL 
Dor Koben wird. versehen mil einem ROckflusskitftier und 
einem Calciumchloridrohr, 2.5 Stimden tar« in einem Oef- 
bad 8uf 110-C erhitzL Absubfinnertes PO,, das sich an 
den kOhleren Steflen des Kattnns rtiadergeechtegen hat. 
wird »nschendw:h abgelcfstEt AnecMiesaend zieht man 
am WasaeretTBhhnhuum bet 110*C das nicht umgeeetzte 
PCI, acMrie das P0C1> innerhab von 5 Stunden voOstSndig 
ab. 

Nach dem Abkmtlen auf Zirrnnertemperatur bei «n deft 
man das rohe SuHocttforid zunftchst kurz mit 150 ml Ben- 
zol. (fie verwcxfen warden (urn Spuren von Verunreinioun- 
gon zu enttemen). Anachtiessend wird es xweimal mil je 
ISO ml CNorofiorm extraNert wobei jeweas 1 Stunde bei 
Zanmertemperatur gerOhrt wird. 
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Lichtblitz zur Steuerung 
der Torschaltung (Trigger) 

Die veraMgten ChJoroformextrakte engt man am 
Valaium em. Oas.zurOdtbleteide Suffochlorid wird dvm 4 
Slunden tang am Vakuum bei 110*C getrocknet (Ausbeute: 
13 g). 

HefgtBBuno von Sufft?namkidertvat^ 
lina mit dem t-BiitvteatBf rtoi fl-i\t^ninff 

[{Sa-NH-CH,CH-CXXH-buty0.batho] und 
KSaNaKSCNH CH.CaCOCH-butyObaJho) 

1.32 g ^-Alantn-t-butyiester und 103 ml Trifithyiairen 
werden in SO ml Odonxfbnn au^gelOst Zu <fieser LOsung 
gftjl man unter atarfcem Rimren fftnertialb von 10 Mmuten 
2«0 g 188188 Bathophenanthrofindisuffochkirid. Nach 
S-stOndigem Rmuen bei Zanmertemperatur l&sst man das 
R oa townageitfach 4 Tage lang im Dunketn atehea An- 
ech&esaend aeht man bei 40^*C am Vakuum das 
Lteemittel aowte das Tri&thylamtn ab. Zur voOstanefi^ 
EntJernung des Trtathytamins versetzt man den ROckstand 
mil 200 ml Chloroform und zieht (fieses am Vakuum wieder 
ab. Dieses Vertshrsn wird insoesamt fOrtTmat durchgefOhrt 
bis das Prodiid loeinan Qeruch mehr nach Trffiihylamtn 
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Remigung dos ROckstandes erfblot durcti Chroma- 
toeraphie Qber SO,. Sie fOhrt zu 2 Prodi^cten. 

[{SC)^HCH,C>i,COO-t-butyJ>,bamol 
Mit 8 I Aceton etuiert man dabei zundchst das prak- 
Itech reine OisuHbnamld Ausbeute: 900 mg. 
b) Isotation dea MonoartfryumHrte 
((SO,Na)(SO.NH<»<,C»<,-COO^-buty!)bath^ 
Mit 3 I eines Oeniaches aus 
Chlofotorm/MethanoyWaaaer etuiert man etne 

tare Zone, (Se aul^njnd tver RuoreszaazsigGnschaftan ein 
PhenarthreGnderivat aein mus& Nach NMR handett es ach 
dabei um das Monostdlbnamid der BathophenanthroGndtsul- 
tonsfiuna, das wahrschenttch (hvch teflvveise Hydro^ des 
BamoftfitfianmrDGnifisuSochJonds bei der Reaktion hat ent- 
stehen Mrmen (Ausbeute: 1«2 g Rohprodukt). 

Zur wectsren Remisung lost man das Rohprodukt h 
160 m) Chkyoform und achOttatt diesa LOsung tnsgesamt 
dreima! nut Je 100 ml Waaser aus. AnachGessend wiid daa 
Monosutfonamid noch a w oima l umgefiBt Hierzu lost man 
(Se Verttndung In 50 nd MetfianoVChtontfonn (3n) und ffttn 
ale wieder durch la ngsamea Zutropfen von 200 ml Aether 
aua. Ausbeutec 380 mg. 

HeretePunQ dm RtHComntamf. r^^^i^ . 

Ru[(SQ,Na)(SO,NH CH.CH,COOH)balhot(PF.), 
18,7 mg KafiumpentadUoreaquoruthenat 
(KtRtXa, -HiO) «efdenb8l«)" friZmtWaaseraufgeiOst. 
dem vorher noch 1 Tropfen 6N HCI zi^eaetzt wonten war. 
Zu aeser LAaung gab man da 34ache s achlomettlamie 
Menge an Mgand mg lart«utylester gemsas b) geltet 
tn 1 mt OMF) und erttitztB das Qembch 2^ Stunden lang 
untBfN. amR0ckflu8& 

Nach dam AbUMan der ReefcfionslOaung wkd der en^ 
standene Rua^-Komplex mit 250 pi einer i motaien 
NaHaPOa-LOsung zum emsprechendsn Ruz^-Kon^jteoc 
reduzlert und dam nochmals filr 2 Stunden em ROddluss 



AnschSasaend IStrierta man die Lteung. vereetzte ale 
frtt 900 einer io%igen nvassdgen AmmoniumhexafiuofO- 
phoaphattOaung und Itet eie Ober Nacht bei 4-C stahen. 
Dabei «nt der Komplex aua. 

Nach dem Abnutschen wird er mittala prdpaiativer 
D fcks c hi ci u uaomatomapliie (4 Kieselgel-Ptattsn. Laufmittel 
CH,CU4eOH/H,0 (73:0^) gefoMgL 

Bne vordere rota Zone vmd iaotort (50 mg retnea 
Produkt) und zur Verseifung 5 ml Trifiuoressigsfiure bei 
Zhnmertemperaiur verseteL Nach i Stunde wurde ae Tri- 
^tuorassigs&ure am WaaaerstraMvdcuum abgezogea 



Herstenuno von Rii rfSQ.N«^.h^|^^, 

627 mg RuCk-SHtO, 568 mg ua und 3,26 g Baiho- 

DMF 6 Stunden lang am ROckSusa gekocht Nach dem 
AfakOhlen au! ZbnmertamperBlur versetzt man (fie Reek- 
lionslOsung tangsam mtt 60 mt Aceton und Ifisst ale darm 
20 Stunden lang bei 4*C abahea Dabei fast das vkilettB 
Rohprodukt aus. Dieses wild abgenutscht und gut rtit Ace- 
ton gewaschea Bne erste Reinigung erfolgt dam durch 
UmtaOea Hierzu Kst man das RohpnxhAt bi 50 mt Metha- 
nol und Ism es anachOesaend wieder mft 500 ml 



40 



Aceton^Aether (i/i) aus. Dieaes Verfahron wtid wiederhoft. 
Die weitara Retnigung ertolgt durch Chromatographie Ober 
SiO,. Mit 5 t Chkvofbrm/Methanol/Aoeton (4/3/3) ekiiert 
man 600 mg prakttsch raines Produkt (Ausbeutec 600 mg). 

tifiSteSUOa ^ oemifichtan Knqttfmffi 



RufSQ,Na\.hattim. 

{SQ.-NH-CH..CH.^.t.h,iM^.h^Tf!L 



10 76^ mg Rut(SoiNa),bajhol,Ct, werden k\ einem 

Qamtach eus 1 mt Wasaer und 4 ml Methanol gelOst und 
mit 41,0 mg [(SO,-NH-CH,-CH..COO-t-butyf),balho] 
(vgL Beiapiel la) (gelOst bi 3 ml Chtoroform) vemiischL 
Dieses Reaktton^jemlach wind 3 Stunden lang tmter N, 

16 am Ruckfluss erhitzt. wobei etne orange*fX)t8 l^teung em- 
steht AnschDessend wild das LtoemittBl durch QnUasen 
von N, und leichtem Erw&men zu etwa 00% afadestiieert 
Bean AbkOhlen auf ZhTunertemperatur fflfit ein Te6 des 
Ppoduktes eu& Zur Reinigung lOst man das Produkt in 1^ 

20 ml Methanol und 0,5 ml DMF und dvomatcgraphiart es 
Ober SiO, niftdemLajfniittel(:hkyoform/Meihanot/W88ser 
(7/3/0,5) (Ausbeuta: 75 mg). 



Ru-Romoto«« mC.g1 



26 RufSO^Nakhftttim. 

ffSQ.4jHO^■■CH.■fYV^W.faalho^CL 

Veraoifcmg dea t-Butytestera. Hierzu warden 55 mg 
Ru[(SO,Na),batho]. [ 
30 (SO,-NH-CH.-CH.-COCM-buty|).batho3Ct In 5 ml 

Trffiuvoeaigsfiure oeHam, Das R eaMi on a g wfa ch Itast mst 
1 6tunda bei Zknmenomperatur atehen und zieht dam am 
Waaseretrahtvakuum bei 40<'C (fie Trffluorasaigaaure ab. 
Daa Rohprodukt wurde zunachat dunch 
35 Sflutenchioi na iogrBphie Ober SO, gerain^ LaubiAtal: 

300 ml (^knAvm/AoetonMethanol (4/3«) 

500 ml Chkirofonn/Methanol/Wasaer QSO/SO/Z) 

500 ml Chkiroform/MethanoVWaaaer ijBQ/SQ/S) 

250 mi Chknribmi/Methanot/Waaaer (50/50n0) 

45 lOOmlMettianoVWaaeeriiO^) 

100 ml MethanolWasaer (1/1) 

Die endgOttige ReNgung erfolgt mitlats pr^parativer 
60 Dtakschfct m i u umatDgraphie. 40 mg des Ru-Kompiexss 
werden hierzu in 700 id Wasser getOst und nrf 4 PSC- 
Platten (SiC-Ptatten .von Merck) eu^jetregen. Ueber 
Nacht werden (fiese bei 60»C getPocknet und anschfiesaend 
mit dam LauMtsI Chkxofionn/Methanol/Wasser (50/50/2) 
65 chromatographlart Die Hauptzone wtrd herausgekrstzt und 
dreimal mit je 40 ml Wasaer extrahiert (das Kieaeigei win! 
dabei durch Zentrifugatkm abgetramiQ. Nach dam Etnengen 
werden vom Produkt noch tetzte Spuran SO, entfemt. 
Mem man es tn wen^ Meihml lOst und das urx^eUste 
60 Kieaeigei abzw u j tfugi wt (Ausbeuta: 38 mg). 
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Herstenww dss BathOQhenanthmBntfearffnnflmiris mH tif^ 
t-Btftvtester (tes GIvcma »SQ,NH CH. CQQ.t.fairtvn. 

Dieao Suffonamidsynthese erfolgts analog der in Bei- 
epieli beacftriebenea 

Ansatc QJydn-t-butylestsr OdienzoteuffirradsabE (io,3 
g). TriAlhylamin (28 ml) und Bathophenanthn^Kfisutfoch- 
lorW (4^ g). 

Ausbeuta 4,9 g ((SO.NH CH,COO-t-buty*),batho] 



RurfSQ,NA\.h««hnl.f/srt.NH 



ML 



CQQ-t-bmv».h«thnirj. 

3,6 g Ru[(SO,Na)Mho},a (siehe Beiepiel 2) 
warden in einam Oenrtiscti aus 160 ad Methmol und 100 
ai Wasaer gelOm und mrt 2,01 g [(SO,m CH,C 
00-t-bmyi),batho3 (galtet in 80 ml MethanoO venniactn. 

Dteaea Raafct iona g o mtech wird 6 Stundan lang unter 
N, am ROcMuaa galcocht. vfobel eine tiefroto LAsuig 
antstaht Nach dam AbkOhlen engt mai (fie Reak- 
fenalfleung am Vakuum auf etvva 70 ml an und fUt den 
gamtachtan Ru-Komptax dann durcfi tangramea Zutropten 
von 1^ 1 Aos&n aus. 

Zur weltaran Rainigung wird daa abgenutsctna Rohpro- 
(Ud zwaimal umgelfttt. Man ttat hierzu den Niederach^ 
atwa 150 ml MaOH/H,Q/CH,Ct, (2:1:0,3} und ttOt den 
Kompteflt dann wiadar aus duR:h tangsamea Zutnoplan von 
1.5IAoelon. 

Zum ScNuaa wird das Produkt noch zweimal Ober 
Kisaelgal chromatographiert mH dam LaufrfitlBl 
CH<(%MeOHnO (7:3:0^. Nach einer wateren 
Umtatag analog oben artidtt man ain reinee Pnodukt Aua- 
beute 3,0 g miaa Pulvar. 

ySCBSifiag das t-BuMQ«ten» aim 

500 mg Ru[( 

SO,NaKb8tholt(SO,NH(>4,CO€M-butyO,batho)a 
wartao in 40 ml Trifluofesaigsfiure diap e i gi ef l Nach 
ZMOndigam RQhren bei RT wild <fie Trifkmssigsflure 
am Vakuum abgazogen. Den RQckstand lost man n.etnem 
Qemiach aus 1 ml DMF und 3 ml Wasaer. Durch langsa- 
mes Zutropfan von 500 ml Aceton/MaOH (8:2) ttft man da 
raus dan KomptaK wieder aus. 

Dteaer Umiftfiprozass ¥*d noch aveimal wiaderholl 
dann trocknet man das rola Putver bai 70»C am Vrtsuum. 
Ausbeuta: 420 mg. 



Hergttfkfno das BathQOhenanmrprrndfe^Hnfwfwte m«t ^ 
t-Butvtester dar 4-AminobuttBBRfln^ 

[(SO,NHC»<,(>l,CH.CO<H^)utyt),batho] 

Diasa Sultonamtdsynthese ertolgta andcg der in Bai- 

8piell beachriabenwL 

Anaatz: 4-Aiitinobutt8rB&ure-t*fautyle3(ar (1.57 g) 

Trttthytamin (17 ml) und BamophantfithroSncfisutfochkDrid 

(2.1 0). Ausbeuta 1,3 g [(SO,NH CH,C 

H,CH,COO-t-buty1),baihoI 



JO 



00 



CH,C 



Ru((SO.Na),bettK)l,[(SO,NH 
H,CH,COO-t-butyl),beShoJCt, 
« Dieae Synthesa ertolgta analog der Vorschftft von Bei- 

spiel3. 

Ansatz: 1,28 g Ru{(SaNa),balhotCI, und 0,775 
g ((SO,NH (>U>H,CJH,(X)0-t*utyl).batho3. Aus- 
beuta: 135 g rotas Pufver. 



VereeifunQ das t-ButvteatBn. ^,^1 fftfTfl! fRC-^l 



Ru((SO,Na),balhoLI{SaNH 
CH,CH,CH,COOH)ibatho)CI, 
16 Anaatz: ■ Veraetffung von 70 mg t-Butytester-Derivat 

Ru[(SaNa).batho].C(SO,NH CH,CH.O<.-COO-t 
butyO. bathoJCI, anatog dar Vorschrift von Betspiel 3. 
Ausbeuta: 50 mg. 



^ggt^tfW tfW BathophananthrofindisuWonamkte mrt ttem 
2S t-BuMeater der 6.Afliinoeftnmr«ft.mft 

KSO.NH CH,CH^H,CJH,CH, 
COO-HxityC),b8tho3 

Diaaa Suftonamkteynthaaa ertolgta enatog der ki Bei- 
30 spiali faeachitebmBn. 

Anaatz: fr-Amtnocapronsftura-t-butylastar (2jzr g) 
Tnftttiyiamin (17 mO und Bathophan a nfliiuitkfeUtochtorid 
(2.1 oy- Ausbeuta: 1,8 g [(SOMH 
CH^,<»i,(><,CH,CCX>t-bu(yl).bathol. 

ss 

HfiCBtefluno das oamtoditaii i 



Ru((SO.Na),batho},{(SO,NH 
CH/>W>l,CH,CH,CCXM-bulyl),bQtholCI, 
40 Oieaa Synthase erfolgte anakjg der Vorschrift von Bet- 
spiel 3. 

Anaatz: 2,3 g RuC(SaNa),ba!hotCI, und 1.49 g 
[(SO,NH 

CH,CH,CH,CH,CH,COC>-t-buty(>,baihol. Aus- 
4S beute: 2,8 g rotes Pulver. 

yacatfuno dea t-Butvtefrtera ann rur.M 

Ru((SO,Na),b8thol[(SO,NH 
60 CH,04,CH,CH,CH,COOH),batho)a 

Anaatz: Veraertung von 100 mg t-Butytester-Derivm 
Ru((SaNa),b8thoW(SO,NH 

CH.CH.CH^,CH,COO-t-butyl),bathopi, ana- 
tog der Vorschrfft von Betsptol 3. Ausbeute: 85 ma. 

55 



CH,C 



Ru{(SO,Na).bathoW(SO,NaKSO,NH 
H,COO-t-bulyl)batf»]CI, 

Oieaa Synff*ese arfbigta anatog der Vorschrift von Bet- 
es 6piel3. 

Ansatz: 102 mg Ru[(SO,Na),batho3.CI, und 51 
mg [(SO,Na)(SO,NH CH,CH,COO-t-butyObathoI 
(aiahe Beispiel 1). Ausbeuta: 105 mg rotas Puhw. 
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VerBetfurw dee t-BuMestarK ami Label fRC-ei 

RulSO>Na),batho]i((SO,NaKSO^ 
CH.CH,CXX)H)baiho]Cl, 

Ansats VerseffUng von 1 0S mo t-Butytestar-Oerfvat 
Ru((SO,Nay,balhol,KSO/te)(SO|NH CH,C 
H.C0O-1t]uty{)batho]Cl, analog der Vorschnn von Bet- 
spiel 3. Reiniouno ertolot dupch prfiparative Dfckschichtchfo- 
matographie (K]es8lgel4>tatlBa LaufnvttBl 

CHCt,MeOH/Aceton (4:3:3)). Ausbeuta: 32 mg. 

BeisoielT 



SfflJdfflS VP" p 

4gK;htQfDrQoionvfl-5-Dhenvl-val^^ 

In einem ROhitoben tvai ROckflussUmier warden 9^ g 
Aid,. 10 irt CS, und 1^ m) ^<»»lorprop«nyteNorid 
vorgstegL Zo dfeaem Qeirtach Bsat man faei Zwunar^^ 
ratur innert S Mknitan 3^ g 54>henylvalerimaure zutiop- 
fsn ( na chgespfflt wtrd mft 2 ml CSi). Oaa ReMxiage- 
miach wird anschSeaaend noch 15 Mguiten welter garOM. 
leicm anvSnm und dann afagekom. 

Dann pjpettieft man daa Reak&msgemisch h etna 
gerOhrte Mischung von Ba» Wasaer und Aether. Die orQa- 
nische Phase wfischt man met BicarbonaflOsung und Was- 
aer neutral Nach dam Trodcnan Qber MgSO« aeht man 
daa LOaemttial ab. Dabei arhfift man g kristaSnaa 
Produkt 

Svnthflfle . von 

g4D^-Phenv*-1.lQKihaniinthioBn^.vlVih^^ 

[(CH,CH,CH,CH/XX)H)balho] 

In efnem Rmirtootien wenlen untsr Aigon 2JSA g 
4-Phenyl-e-8minochinofin, 11^ ml H,PO, (85%ig) und 2^ 
ml AraenafiunalOsung (80%«e H,Aa04) voigalegL Zum 
LOaen daa Chlnoena ertiitzt man daa QefTMsch auf 120«C. 
Dann IQgt man innerhato von 5 Minuten noch ajb6 g 
P4^<!Norpropfanyl)*phanylvalertan8flurw^^ hir>- 
2U. AnacMieasend hafzt man daa Re^dionasamisch untar 
ROhran innerttab von 10 Mnutan auf 140*C auf und tdast 
eseufdieaerTemparaturnochi Stunda 

Zur Aufarbaitung tcOhtt man daa Reaktionsgemtsch ab 
und pipettiert aa in eh gerQhrtaa Qemtsch von 50 ml 
Wasaer und 125 ml CH^ daa gut mft Es gekOhn wird. 
Durch Zufilgan von Natronlajge bringt man den pH-Wert 
auf S. Dabal gem de Subtfanz in cfie org&niache Phase 
Qber. 

Nach dem Abdampfen das tjOaemitteto efhfitt man etn 
Rohpftxtukt daa neben dem Methytestar auch noch fraie 
Saura enthStt ((fie Reaktionabedaigungen wirkan hydrotysie- 
rend). Durch Behanfiung mit Diazomsthan 
Aether/MethanoO wird das Qemiach wiedar voOstSncfig in 
den Mathytestsrz QberfQhrt 

Nach zwabnal^ Chro ma to giap hie mit l-aaioester an 
Atox ni (mil 1^ H,0 noch zuaaizfich des^dhriert) erh&ft 
man 3^022 g Methytestar. 

Zur Veraatfung Itet man d«sen bi 20 Aethanoi auf, 
versetzt cfie Lteung mft Natronlauge (0^ g NaOH getOst 
in 5 ml H,0) und erhitzt aie untar Aigon 2 Stunden auf 
eo«C. Dia abgakOhtte l-Osung wird in ein CH,C|,«^ 
Qemisch gegebea dann dar pH-Wert der LAsung mit 
8S%iger HJ*0, auf 4«5 eingestaitt und anschSeaaend daa 
Produkt extraWart. 



Das eingeengte CH,Cli-£xtrakt wsd aus Benzxsl urn- 
kristafgaert. dabet erhatt man 1.35 g Produkt Aus der 
ecngaengisn Muttertauge erh^ man durch U m k riat^Eaiu ren 
aus Aethanoi noch wattere 0338 g Produkt 
5 Gesamtausbeuta 1.688 g Sfiura (kristafiteiert ohne 

UsamittaO. Fpkt 234-235*0. 

HerBtefluno dea Rti-Knmotoa^ mr^Tl 

10 Ru((SaNa),batho]. r 

(CH,CH.CH,CH,-COOH)baIho)C», 

Zu einar Lfieung von 102/1 mg R 

uI(SO.Na).bathol,-a. -THJO in 4 rrtf Methanol und 8 

ml Wasaer gibt man 343 mg 
T6 5-{p-(7-Phany^l.lO-phenanthrolin-4-yOphanyl)-pentw«aure 

au^geftet in 2 ml Methanol Dieses Gemisch wind 3 Stunden 

bng un tar N, am RQckfiuss erhitzt wobei etne oraf^e^ 

LOsung entsteht 

Anachfieaaend emfemt man den grosatan Tea des 
20 LOswigsmmets durch Ehfalaaen von N>. Der Rest wird 

dann volanda mtt dem Rotafioftsvardampfor abgezogaa 
Dte Reinigung des Rohpnxftjktes ertolgt mittete 

pfapaiaUver D toKs cl u ul it chromatooi ap hte. Der Kon^jtex wird 

hisrzu in nventg Wanar aufgalOst und auf 6 PSC-Ptatten 
36 (SiO,-Plattan von Merck) aufoBtrseen. Nach dam Tradc- 

nen dar Flatten bel 70* chromatographiert man mit dem 

LauMal ChkxoeormMoeton/Mathanol (4/3/3). 

Daa mft Wasser axtra W arta HauptzonenproMd wurde 

noch dreimsi etner praparafiven Dickechic ht c hi o ma kj g r ^ fe 
90 untBivwi fa n. wobei folgende Laufimfttel verwendet wuden: 

AcelonWaaaer (S/lK dartn AoefiorVWasser d^js) und 

a c hBeaa i U i ChkNoftxm/MethanoVWasaer (S0/5Q/Z). 

Zur Entfamung von letztan Spuren SiO, lOatmatdas 

OKtrahiarta Produkt h wenH) Methanol und zenMugi^ 
38 ungeKteiB Kteaaigel abi Aus 1 ml met ha noBachar LOsurxi 

wunJe dann daa Produkt mft 00 ml Aceton auagaSSB. Aua- 

beuta: 423 mg (rotes Putver). 

Beisoieia 
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SviUJwiw von n 

jfl=CaQtDrDDk)nvfV6-ohenvk<apmiiKfli 

46 

In einam RQhrkoben mit ROckftiaskOhler warden 17^ 
0 AiCt.. 183 ml CS. und 33 ml ^-Chtor-prapionykitorid 
vorgetogt Zu (fiesem Qernisch Idaat man bel ZimmeitQmpe- 
-ratur innert 10 Minuten 7,06 g 
50 e-Phenyteapronadursmethylester zutropfen (nechgespOit 
wird rm 4 ml CS,). Daa Reakttonsgandsch wird aiscNies- 
eend noch 15 Minutsn wafter garohrt kktx erwflnnt und 
dann abgekOhh. 

Dann pipettiert man daa Raaktionsgemisch in etne 
S5 geri}hrta Misctmng von Bs. Wasaer und /\ether. Die orga- 
nische Phase wdscht man ntit BtearbonadOaung und Was- 
aer neutn^ Nach dem Trocknen Ober MgSO. zieht man 
das Lteungsn^ ab. Dabal erhS!t man 10,2 g kristaSnes 
PnxfaAt 

GO 

m fi : 

riH7-PhenvH .10^)hanarTthfD(ifr4^HV^lhw^^ 

I(CH,CH,CH,CHCH/X)OH)batho3 
95 In etnem ROhrkofben warden untsr Argon 530 g 

4-PhenyW-aminoohinofin, 27 mLH,P04 (86%ig) und 536 
ml Araen afturelOsung (80%ige H,AsO0 vorpalegL Zum 
LOsan des Ct^noens erhitzt man daa (Qemisch auf 120*C. 
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Om fOgt man tnnertiafb von 5 Minuten noch 11.15 g 
.P-(^-ChlorprepionyiH-phenyk:8pn)nsa^^ hinzu 
Anschiassend ertvtzt man das ReMmagemisch unter 
RQhran innerttaft) von 10 Minuten auf 140*C und Idsst 68 
auf aeaer Teniperstur noch 1 Stunde. 

Zur Auteteitung kOhtt man das Raaktionagemtach eb 
und pipettiert as in ein gerOhrtss Qemtach von 100 ml 
Wasaer und 250 ml CH.CI,. das gut mit Es Q^km wird, 
Durch Zufugen von Natrontauge (etwa 2/3 etner LOsung 
aus 45 g NaOH in 200 ml Wasser) braigt wo) dm den 
pH-Wert auf 5. Oabei gsM (fie Substanz in (fie organische 
Phase Ober. 

Nach dam Abdampfen des Ltoemcttats ertidft man 
15.76 g didcnQssiges Oet. das neben dam Methytester ojch 
noch freie Sfiurs enthfitt (die Reaktionsbedmgungen wirfcen 
hydrutyaitirwid). Durch Behanc&ing wH Diazomethan (in 
Aether/MethanoO wsd das Oemisch wieder voflstftndig in 
den Metfiyteater OberfOhrt Dieaer wird mit Easigestar w 
350 g Aiox 111 (mit 1% H,0 noch zusfttzfich desaktiviert} 
Chmnatogrephiart (Fratcfionen h 120 mO. Reoies Produkt 
enthattan do Fraktionan 5 bis 9. 

Die FraWionen 3. 4 und 10 aind dagegen noch vaixm- 
reinigL Sia weiden nochmals rnit Essigestar Ober Aluminiu- 
moodd chrematographiert (wie voiher beachneben). Aus den 
reinen Fraktionen dar beidan Chromatographien erttfilt man 
nach dam Abziahan dea tflaamitiala 6.979 g Methylester. 

Zur Veraaifung Itet man den Eatar In 45 ml Aethanol 
auf. varaelzt (fiaae LOsung mit Natnontsuge (2^ g NaOH 
gelOet in 11 ml H.0) und arhitzt sie untar Argon t(k 2 
Stundan auf 80*0. Dann lieht man am Rotationavardan^ 
fer das Aeihanol ab und nimmt den ROcfcstand in ainem 
Gemiach von CH,CVW8B8er auf. Mit 3,76 m) H,PO. 
8S%ig vMder pH-Wert auf ca. 3 eirvesteflt und dann das 
Piodukt axtTBhiart. 

Das Extrald wird neuM gewaschen, getnocltnet und bis 
auf 300 ml emgeengi Nach dam Zuaatz von insgasamt 3,5 
g r4ortt SX-^ rttvt man dto LOeung 40 Minuten lar« fiKrfert 
aiaundanotaiabi8aufwanigCH,C(, ein. Nun gftjt man 
20 ml Benzol hirou und Ifiast dfe Subetanz wfihrand 46 
Stundan bei Zimmertemperatur auskristaBisieren. 

Ourch Abnutachen. Waschen mit Benzol und Trocknen 
im Exsikkator arhfilt man 5.393 g Produkt. das im Kri^ 
noch Benzol enthfld 

Das Banzot-fraia Pnxlukt hat einen FpM. von 195*. 

HerBleaunn dea Ri>4<nn«h«M mn-fl] 

Ruf(Sai^bethol[{CH.CH,CH.CH.Ol,-C- 
OOH)b8lhoP), 

Zu emer LjOsung von 384 nxi R 
u((SO,Na),bathol,-a, -2H,0 ki 20 ml Methanol und 5 
ml Waaaer gibt man 134^ mg 
6-(p-(74»henyl-l,lOi)henanthro&>-4-yl)phonyl)-hexansa^ 
aufgeltet in 5.7 ml Methanol Dieses (Oemisch wird 3 Stun- 
den lang untsr N, am ROcklhiss erhitzt wobei etne 
orange-rota LOsung entstaht 

Anschieasend entfenrt man den grtestsm Tea des 
LOaemitlBts dutch Snblaaen von N,. Der Rest wird dann 
voeends mit dam Rotatnnsverdamplier abgezogen. 

Die Reinioung des Produktes ertoigt auna(S« durch 
zweimaege Sfiutenchromatographie Ober SiO, mH dem 
Laufmittsl ChkxoComVMethanot/Wasser (7/3/0.5). An- 
achiesaend wbd der Komplex noch mittals praparstiver 
Dfc k scltid i tclMuiii a tographie geratr^ (SiO,-Plattan von 
Merck). LauMlBl: ChkirofomVMethanol/Wasaer (7/3/0.5K 

Die Hauptzone wird nach dem Hersuskratzen mit Me- 
thanol extrahiert Ausbeula 162 mg (rotes Pulver). 



s HOTtefluno der Bena)b8thQohenanthfoenvi-«OTtan5tfb,m 

[(CH.CH.CH,CH,COOH)benzobatho] 

Die Synthese dieser Verbindung erfolgta aus 
2-AminQ-3-naphthoe8&jre mittats Skraup'scher Realctna 
10 analog dem in Betspiel 7 angegebenen Vertahran fOr 
{(CH,CH,CHX>^COOH)baiho]. Qesamtausbeuta: 
1,079. 
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Ru((SO,Na),bathol 
[(CH,CH.CH,CH,CX)OH)benzobatho]a. 

Dieae Syntheae erkHgte anOoQ der Vorachrtft von Bet- 
spiel 3. 

Ansatz:1.2a g Ru((SO,Nay,b8tho]^ und 0.561 g 
[(OH,CH,CH/>1,COOH)benzob8tho]. Ausbeuta: 1.1 
g rotas Pulver. 



Rt>4Cnfimla»»fmn.ini 



Ru[(SO,Nayrf)athoit(CXX>Hhbpy3CI, 
Dieae Synthese ertolgte anak)g der Vorechrfft von Bei- 
spielS. 

Ansatz: 256 mg Ru((SO.Nai,bathol,<X 49 mg 
4.4*-OfearbOKHW^)ipyTkfin und 60 mg NaHCO, (zum 
SohibttaierBn dee Bipyridina) in 25 nd MeOHMtO (1:2). 

Ausbeuta: 290 mg fOlBs Pulvar. 

BetsDielll 



MarWemno von antnCEA mit dem Rti-Kflmfik« fftfVi>l 

Die Koppfung des gamiachtBn.Ru-Komplexes (RC-2] 
an anti-CEA ertolgte mit HBfa des wasaarlMchen 
Carbodibnid-DerivatBS n- 
Cyck)hexyl-N*'<2-morpho C noathyl)-c8rbod8mM 
methyH>-tofuol8uKbnaL Da der Komplex Ober zwei reaktive 
Gnjppen pro MotekOI verfOgt, wird molar d» doppette 
Menge an Carb0(»mkl venvendeL 

FOr de Kopptungsraaktian steSt man (fie folgenden 
StammlOsungen her 

1) 4.00 worn Ru4tomplax'tRC-23 n Wasaer bei pH 

2) 2.17 wQfwA anthCEA vom Kaninchen (DAKO Code 
Nr. A 115. Lot 112 B) in 200 mM NaHCO,; pH 8^. 

136 pi Stammlteung 1 werden mit 264 p) Wasser pH 
4.5 (etngeste&t mit HCI) verdunrrt. Oazu gibt man 0.27 mg 
N-Cyctohexyl-NX2-rnorpholinofflhyOHJarbo(fiirtwJ 
methyl-pmjiuoteutlbnat und durchmiacht kun am Vortsx 
Nach 2 Minutsn fOgt man 400 pt von der anti-CEA 
Stammlteung 2 hinzu und durchmischt wieder gut am Vor* 
lax. Dwch <Se Zugabe von wenig IN HQ win! der pH-Wert 
auf 8.5 eingestattL Dann lasst man das Reakttonsgemisch 
17 SturKlen lang t)ei Zimmertamperalur im Dunkain stehen. 
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Zur Abtrermung des mafciertsn ant^-CEAs wurden 500 
pi des Reaktionsgemtsches Qber etne Sfiule Mnge 30 cm. 
Dtiittunesser 0 mm) mrt Acrytamid Oel AcA-64 von LKB 
chronatDgraphiert (Laufmittel; 150 mM NaCl. 10 mM Na- 
phosphai, 0.02% MaN,. pH 7,0). Die Frskdonen mil dem 
hOchsten Qehatt an maridertam anti-CEA wurden vereinigt - 
insgesamt 5^ mL In (fieser LOsung wurde der Qehatt an 
anfrCEA und an Ru-Komplex UV-spektrostoptsch bestimmt 
{aus der opti&chen OictTte bei 278 nm • Absorption von 
anthCEA und Ru-Komplex. aowie aus der opttschen Dichts 
be! 445 nm • Absorption des Ru-KompleKes aOeln). Es 
wunlan dabei folgende Konzentrationen edtattan: 

0.66 X 10-«Mn Ru-Komplex 

0,58 X 10-*M/I anti-<^ 

Dies e n tepricht etnem Marldeningsgracl von 1,1. 

Bet80ieti2 - 



DurdTfDtmgw efnes RuofBazenamrminoasfiava ntit CEA 



Ztff quanfitativen Bestimmung von (^-Standards wird 
etn SandwicritBSt mit einem momoMonalen CEA-AntikOrper 
und etnem potyUonaien CEA-AntacOrper (marfciene An- 
tikOrper von OAKO) wie folgt durchgafOhrt 

a) In <te erforderfiche AnzaN TestrOhrchen (10 x 75 
mm) iMSfden je 0.250 ml CEA-StandanSOsimg (0 ng/rn) 
2fi ng/M CEA; 5 ng/M CEA; 10 r^MA CEA und 20 
ngmu CEA tnlSO mM NaCt, 10 mM Na-Plnsphat m 20 
0^ Rindsra e i uma aMmiin) pipetliert je ehe mit monoktanalem 
an&CEA aensibislerts PotyatyreOcugei (Durc^msser 6.6 
mm) zugefOgt imd bei 37*C wahrand 24 Stunden Mcubiert 
AnschSessend werden (fie Pdystyroficugeln dreimat mIt ie 
2-5 ml destSSertom Waseer gewaachan und dann in 
TeatrQhrchen transterfert do Je 0.250 ml PufCsrlteung mH 1 
x 10*^ m marfciertem Kaninchen antK^EA enthatton 
^afkieAingsgrad 1.1). 

Nach einer 24-6tOn(Sgen tnkubatton bei 37«C warden 
die Kugebi wieder drelmal mit je 2-6 ml destaoertam Waa- 
aer gewaschen und anschtiessend in Testrfihrchen mit je 2 
ml Schwefelsflue (0.09N) tnansfaderL Nach 30 Minuten 
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ptpet tiert man die Schwefetsdura-LAsung in MesslcOvettan 
und misat den Qehatt an Ru-KompIeK fciorBszenzspeldTPs- 
kopcach (AnregungaweOenl&iga 453 nm, Em iooi o na w oi 
fenldnge 612 nm). 

Die Messung erfblgta ntil der trttt^ beachriebenen 
Apparatur unter Venvendung ^nea Kantantaters B 610 von 
Baizers. einer zertlichen VerzOgerung der Ruoroazenzmes- 
sung von 2 (isec (bezogen auf den Anregungsputs) und 
einer Oefinung des Messfenstsrs von 3 paec. 

In der TabeOe I aind (fie Werta emer CEA-Beatimmur^ 
autgefOhit (fie met einer Reihe von CEA-StandanJs von 
Roche erhaftan wurden. 

Die EmpfifKfiichtelt bei (fiesem zwsistufigen Test 
betragteopgrnitCEA. 

Der CEA Test konnta auch in etnem Etntopfverfahren 
gemfias folgendem Verfahren cfijrch^fQhrt werden. 

b) In ^ erfofderltche Anzahl TestrOhfchen (10 x 75 
mm) gibt man )a 0.125 ml CEA-StandardiOsung (0 ng/ml 
CEA; 2.5 nam CEA; 5 ngM C£A: 10 ngAnl CEA: 20 
OQ/tti CEA in tttafem KAlbaraerum) aowie ja 0.125 ml 
LOsung mft2 x 10'" MA Kaninchen anii-CEA. das met dem 
RiHKomplex marfciert ist (Martoarungsgrad 1.25; 
VerdOrvwngspurter pH 7.1 enthait ai M/l Trie, 20% tttales 
Kfiiberaenim 0,05% Ttmerosa) und 0.02% T^Noen 20). 
Dann fOgt man noch je eine Potystyro&ugal (Durchmeaser 
6^ mm aansSiffisiert mit monokto na iem anti-CEA) hinzu xmtS 
hkubiert bei 37«C wShrend 24 Stunden. 

Anachfieasand warden (fie Kugaln (frokitd mtt je 2-5 ml 
de stito rl o m Wasasr gewaschen und dam in TestrOhrchen 
mit je 2 ml SchwetalsdurD (0.0gN) transtaiar t Nach 30 
Mfftutan pipetSert man (fie Schwefelsaure-LOeung in 
MasakOvettan und misst den QehdS en Ru-Komplex fluores- 
Ja nzapo k t n oako p ia ch (tfie Meast)0(flngungan sind Uentiach 
mit jenen von Tea a)). 

Die Resultata aeeer CEA-Bestimmung sind in Tabele 
n zuaammangeateOL Bei den Qntopfwerfahnan flndet wsn 
eine Empfi n dB ch te it von 430 pgftnl CEA. 



Ffajorasze nz spektroskoptsche Bestimmung von CEA- 
Stsndarda (zwoistufiges Verfahren) 



Konzentration an CEA 
(Roche Standard Lgsunaen) 



Rel. FXuoreszenziatensltdt 



0 ng/ml CEA 

2«5 ng/ml CEA 

5 ng/ml CEA 

10 ng/ml CEA 

20 ng/ml CEA 



0.071 
0.532 
1.041 
1.846 
4.121 



Ruoraszeitgspektroakopisctw Bestimmung von ^A- 
StarKiffids (Qntopf-Verfshron) 



es 
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Konzentration an CEA R 1. Fluocesz nziatensitSt 
(Roche Standard Ldsungen) ; 



0 


ng/ml 


CEA 


0.27 


2.5 


ng/ml 


CEA 


1.21 


5 


ng/ml 


CEA 


2.66 


10 


ng/ml 


CEA 


5,13 


20 


ng/ml 


CEA 


9.74 



MBftgorwnQYpngrtl-HCfQ 

Die Mariderung von snthHCQ mit dam Ru-Konrtplex 
[RC-2] erfoloto auf gleiche Aft und Weiae wie jene von 
anthCEA gemftss Betspiel 11. 

FOr (fe Kopptunosreaktion stsOt man do to^aenden 
StanwnUeungan han 

1) 4^ moftm Rt>4Complex [RC-2] h Waaaer bei pH 

4^ 

2) 1033 mgAm onlhHCQ vom Kttiinchen (DAKO 
Coda Nr. A 231 Lot 032 A) in 200 mM NaHCa: pH 8.5. 

100 pi StammUaung 1 mnton met 2S0 pi Wasser pH 
4^ (einoeaWK mit HCO vardOnnL Zu dfeaar LOsung gibt 
man 0.30 mg N- 

CyctohexyW'H2^iKxphoinoflihyl)Hartx)dwnid ^nethy) 
p-loluoteiifon«J und durchmiaoht kurz am Vortax. Nach 2 
Minuten fOgt man die antt-HOQ-Lfieufxi (222 pi 
SiammlOeung 2 verdOnnt mtt 178 p) einer 200 mM N 
aHCOi-LOoung pH BJE) hinzu und durchmtacht gut am 
Vortax. Mit wenjg Ha wtrd der pH-Wert auf 8^ efngestaOl 
Dann tftaat man daa Reaktionaganrtiach 17 Stundon lang 
Zimmerton^Mratur fan Ounltstn stahea 

Zur Afalrannung daa marloenan anti-HCQa werdan 900 
<^ Reafctionagemtaches Ober aine 8&de (Lfinge 30 cm. 
Durchmesaer 9 mm) mH Acrytamid Oel AcA-54 (von LKB) 
chromatograpNert (LaufmM 150 mM NaCt. 10 mM Na- 
Ptioaphas, 0.02% Naht,, pH 7,0). Die Fraktionen mit dem 
hGchaten Gehaft an marttertem anti-HCG werden verwragt - 
inageaamt 5^ ml In cfieaer Lteung wird der Qehalt an 
anti-HCQ und an Ru-Komptex UV-apektroskoptach be- 
atimmt Ea wefden dabei felgende Konzantrattonen erttatten: 

2.01 X 10-«M/I Ru-Komptex 

2.04 X 10-*» Myi anti-HCQ 

Diaa entspricht einem Merfcierungsgrad von 1.0. 
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DufchfOhnjnQ eines Fmoreazenzimmoagavs mit fl-HGC 
Standards 

^ Zur quantrtalivan Beatimmung von /J-HCO-Standanls 

wild ein Sandwicftteat mit etnem momoldonalen fi 
-HCQ-AntatArper und etnem potyUonalen KCQ-AntacOrper 
(marfcierte AntikOrper von DAKO) wie folgt durchgefOhrt 
tn <fie erfartailiche Anzaht TestrOhrchan <10 x 75 mm) 

^ ^ man ie QJOSO ml ^-HCO^StandanSOsu^ (0 mlUmil: 10 
mlUAnt: 25 maiAnI: 50 inlUAnI; 100 mlUAnt; 200 miUAnO. 
0.050 ml Lteung tist 5.12 x 10*° Un anti-HCQ. das mtt 
dem Ru-Komplex markiert ist (Mar fci a n inoagrad 1.0; 
VerdOnnungspulfer pH 7.1 anth&tt0.1 M/lTris. 20% tttalas 

^ KabaraanAn. 0,05% Thkneroeal und 0.02% Tween 20) 
aomria ja 0.150 ml PufterlOaung (190 mM NaCt, 10 mM 
NarPhoaphat nft 20 gA R i ndaraetomalbumin). Dann fOgt 
man noch ja aine Potystyrolaigel (Durchmesaer 6.5 mm 
e e nag iaisier t - mtt monoUonalem erttM-HCQ) hinzu und in- 

^ kubiart bei 37*C wShrsnd 16 Stundea 

AnacNieaaend weivlen <fia Kugebi droimal mit ja 2-5 ml 
destaKertam Wasser gewaschen und dann in TestrOTvctien 
mit je 2 ml Schwefialsaure (0.09N) transferiert. Nach 30 
Minuten pipettiert man die Schwefels&ffQ-tOaung in 

^ MeaakDvettan und misst dan Qehaft an Ru-Komplex fluoras- 
zanzapektroakopiach (die Measbetfingungen aind identisch 
mit jenen von Betspiel 12). 

Die Reatdtate (Seser 3-H(X3-Bestinvnung aind in der 
TabeBe III zuaammengestaOt Bei <Se8em Eintopfverfahren 

^ tindm man sine EmpfmcSchkatt von 2.2 rnIUMtf^-H(^. 



Ruoreszenzapektroskopiache Besttmmung von 0 
-HOQ-Standards (Bntopf-Vertahran) 
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KonzentcatioQ an B-HCG Rel. FluoceszenzintensitMt 



(R Che Standard Ldsunqen) 



0 


mlU/ml 


0«44 


10 


mlU/ml 


0.34 


25 


mlU/ml 


0,80 


50 


mlU/ml 


1.56 


100 


mlU/ml 


2.78 


200 


mlU/ml 


5.81 



MsrWervno von enfrff HTflgfecBQ 

Die Martdemng von moookionaiem anti-aHnterteron 
(von Roche Dtagnostica} tnit dem Ru4<omplex [R02] er- 
fotgte auf g)eki« Art und Wetse wie jene von ang-CEA 
gemSss Beispiel 11. 

Fdr (fie Kopphjngsreektion st^ man (fie folgenden 
StsmntlOsunofin hec 

1 ) 3,75 mo Ru-Komplex [RC-2] in Wasaer bei pH 4^ 

2) e.0 mg/tm monoMondes anti-a-lntsrferon in 200 mM 
NaHCOripHao. 

Zu 400 |d etammUeiffio 1 gSK man 0,81 mg vom 
w a saertOs n cften Caitofiknid-Oerivat und durchmtscht kurz 
am Vortex. 

Nach 2 Minutan fOgt man 400 |d von der a 
n&«-4nt8rfBRyKStamml68uno 2 Nnzu und durchmiac ht %tfie- 
derum kurz am Vortex. Dann (ftsst man das Reaktionsge- 
misch 17 Stunden tang bei Zimmertemperatur im Dufticetn 
etahen. 

Zur Abtrennung des ma rt d erten anthcHntarferons wer- 
den SOO [i des Re ak ttonsgemisches Qber ehe Sdule 
(L&nge 30 cm, Durchmesaer g mm) trSX Aoytamk^Oe) 
AcA-54 von LK8 chromatognaphiert (LaufinM: 150 mM 
NaCI, 10 mM Na-Phosphat, 0,02% NaN„ pH 7,0). 

Die FrBktkxi tvA dem hOchsten Qehatt an markiertsm 
anthHmerteron ¥ferd8n vereinigt • insgesant 5,2 ml tn 
aeser LOsimg wvd der Oehatt an anti-a-imerferon und an 
fti-Komptex UV-spektrosKopisch besl immt - 

Man erhfitt dabei fbtgende Konzentnationen: 

11,5 X 10-« M/I Ru-Komplex 

13 X 10"* MA anthaHmertaron (monokkmaO. 

Dies e ntsp rid tt einem Mariderungsgrad MQ von 6.4. 



^ I^^^ RuQ^es^ol^^mm^JTQm8av8 mit a 

Zur quamttsiiven BesSmmung von Interferoo-faA Staiv 
dards (reoombinam teucocyte ^nerferon) wfrd ebi von 

^ Roche Diagnostica els ElA entMricfcefter S an dwkJitosi ver- 
wendeL AnstaOe des EnzynHnarfdertan zwectsn AntSc&pers 
benutzt man jedoch monoktonales amMmarferoa das mft 
dem Ru-Komplex [R02] markiert Ist (Martdenmgagrad 6^}. 
Die (^antitative Beslimmung der vorBcNedanen 

^ Jntefferon-teA Standards erfotgte nach lolgendem Verfahren 
(einstufigar TesQ: 

bi dto Qribcderfiche AnzaM Testrfihrchen (10 x 79 mm) 
g9it man )e 0,100 ml imerferon-fteA 8tBndcnH.0sur« (0 
UMil r IFNaA: 25 Uftnl r [FNotA; 60 Wni rlFNoA; 1 00 \Jm 

^ r tFNoA; ISO UAnI r IFNoA; 200 UM r B=NaA in Nomt^ 
Human-Serum mit ThimerosaJ) eowfe je 0,500 ml LOsung 
mit 6,26 X 10*^° M/I monokka na lem anthHnterfBroa das 
mit dem Ru-Komplex [RC-2] markieft ist (Martdena^agrad 
6,4; PuffefBystent 150 mM NaCt, 10 mM Na4>ho8phat pH 

^ 7,5). Dann fOgt man noch je eine Potystyrolajgel 
(D m chmeeaei 6,5 mm; sensa)gsiert mft monoktoratem anti- 
tnta rferon) hinzu und inkubiert bei Zimmertemperatur (26* 
C) wfihrend 24 Stunden. 

AnschSassend weiden de Kugetn dreimat mft Je 2-6 ml 

^ destffiieitem Wasaer gewaschen tsvl dann in TestrOhrchen 
mft je 2 mt Schw^efelsdure (0,ogN) transieriert Nach 30 
Minulan pipettiert Atan die Schwefetsdure-LAsimo in 
MesskOvettan und misst den (3ehaft an RihKomplex fbjores- 
2onzspektro8kopi8ch. (Die Messbetfingungeh aind Uentiach 

60 mftjenenvonBeispiel12). 

Die Resuftate der r IFNoA Bestimmungen sind in 
Tabeae IV zusammengeseam. 

Im Berek^ von 0-200 U/rrd findet man annfihemd eine 
Eneara Beziehung zwischen der Ruoreszenzmtensft&t und 

^ der r IFNoA-KonzenMon. Die Empfind&chkeft betrSgt 0,46 
UAnlrlFNoA. 

TabenetV 

60 

Ftuoreszenzspektroskopische Bestimrmmg von r IFNcxA 
Standards 
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Konzentratioa aa r IFNoA 
(Roche Standard Ldsungen) 



Rel. Fluoreszenzintensitat 



0 


U/ml 


0.14 


25 


U/ml 


0.51 


50 


U/ml 


0,89 


100 


U/ml 


1.80 


150 


U/ml 


2.77 


200 


U/ml 


4.01 
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Mflrtuenmo von PoMdonatem ftnti44CQ mtt dem Ru- 
'tomoto fRC-71 

FOr (fie Kopp h ingsraalOjoH werden (fie Mgenden 
Stanvniteunoen hsfgsstBBt 

1) mo/ml Ru^Complex {RC-7].in Wasser bet pH 

2) BJD tpg/tvA potyldonales anti-HCO vom Kaninchen 
PAKO Code Nr. A 231. Lot 032A) in 200 mM NaHCO,; 

Die Kopplungareaktion wM nach dem im Beispie) 11 
beachil B b e iwn Verfiahren durchgefOhrt Man vemendet 
Nerzu Jeiwe8a 400 pt von den StarmdOaungen 1 und 2 
aowto 0,se mo vom waaaeriaafichen CartxxfiMd. 

Die martiarten AnlMrper wunten - w«e in Beiapiel 11 
beachrieben - duroh Qetahrom a tcyaptfe vom Ueberachias 
an Ru-Kompfex [RC-7] e bt je A i Biw L 

Die UV-apektroskopteche Bestimmung dea Qehaftes an 
antHHCQ und an Ru-Komplex ergab folgende Werts: 

331 X 10-« m Ru-Konvlex 

147 X 10~« m anthHCQ (polyklGnaD. 

Oiea entapricht einem Martdenjngagrad UQ von 2«0. 



0.43 X 10-« m Ru-Komplex 
0.04 X 10~« m ai&CEA 

Diea entapricht etnom Martderunosorad von 0.5. 



MariaenjnQ von h^oQ mtt ftom Rii-Komoiex fRC-fll 

FOr cfie Kopptunosreakiion werden (fie folQenden 
Stamntteunoen hersestaBt 

1) 33 rnQftti Ru-Komplex {RC-6] in Wasaer bei pH 

2) 6.0 mo/mi h4oQ in 200 mM H^iCO», pH 8^ 

Die K o ppfc i noanaa m on erfolotnach dem in Beiapiel 11 
beachriebenen Vertahrea. Dabei werden JeweBa 400 pt von 
den Stammlteungan 1 und 2 aowie 0,37 mg vom waa- 
aeriOafichan Carixxfimld venwendet 

Die maddertan AnScflrper wenJen - wie in Beiapiel 11 
beacftrieban - durch Qelchronaiutf i^jldu vom Ueberachuas 
an Ru-Kompleoc [RC-6] abgetrenm. 

Die UV-6pelctroalcopiache Bestimmuno des Oeh^ an 
MgQ und an Ru-Komplex ergab fotgende Werta: 

231 X 10-« m Ru4<ompiex 1^2 x 10-« M/l MgG 

Dies entapricht einem Marioenffigagrad MQ von 1,4. 



MaftenmQ von ooMdonatem anti^EA mH dem Rii- ^ 
KonlPtex mC^l 



FOr die Kopplungsreaktion werden (fie foloenden 
StsmmiOeungen hergestaOt 

1) 1.71 mg/mi Ru-Komplex [RC>e] in Waaaer bei pH 

4.8. 

2) 2.17 mg/ml polylclonales anti-CEA vom Kaninchen 
(DAKO Code Na A115. Ijot 112B) in 200 mM r4aHC0,; 
pH83. 

Die Kopplungsreeldion wird nach (tern im Beispiel 11 
beachriebenen Verfahren durchgefOvt Man verwendet 
Nerzu jaweils 400 p) von den Stamnrriteungen 1 und 2 
aowie 0.19 mg vom waaaeriOaQchen Carbodftnid. 

Die martdertsn AmatOrper wurden • wie in Betspiel 11 
beachrieben ♦ durch Qetchramaiogreptne vom Ueberachuas 
an Ru-Komplex [RC-81 abgetre nn t 

Die UV-spelctroakapiache Best^nmung des Qehatea an 
anthCEA und an Ru-Komplsx ergab fotgende Werta 



MarioerunQ von h^oQ mH dnm Ru-Komotec fRCn 

FOr die KopptungareaMion warden (fie folgenden 
Stammldaungen hergestaltt 

1) 4.0 mg/mi Ru-Komplex [RC-1] In Wasaer bei pH 

4^ 

2) 6,0 mg/lmt h^gQ in 200 mM NaHCO,; pH 8.5. 

Die Kopplungsreeldion erfolgt nach dem h Beispiel 11 
beachriebenen Verfahren. Dabei werden jeweda 400 iit von 
don Stammlteungen 1 und 2 aowie 1.11 mg vom waa- 
aeriOafchen Cer bodimid verwendet 

Die martdertan AnSoOrper werden • wie in Beispiel 11 
beachrieben • durch Qelchromatographie vom Ueberachuas 
an Ru-Kontplsx [RC-1] abgetrenrtt. 

Die UV-8pe»dro8topi8Ch8 Bestimmung des Qehaltes an 
h-lgQ und an Ru-Komplax ergab Iblgende Werta: 

10,4 x 10~« M/l Ru-Komplex 

l3xlO-«fcMb-lgQ 

Dies entapricht einem Martcienmgagrad MQ von53. 



17 



33 



0178 450 



34 



Mafkienmo vnn h-toQ mrt dem Ru-Kompiat fRC^iffl 

FOr die Kopptungsraaktion werden die fotgenden 
StammtOsungen hergestaOt 

1) 29^ mofni Ru-Komplsx [RC-IO] in Wasser bai pH 

4^ 

2) 6.0 mgAn) MgQ in 200 mM NaHCO,; pH 6 A 

Die KoppjungsnoeMion erfolgt nach dem tn Deispiel 11 
beschriebenen Vertahren. Oab^ warden S26 fil von der 
Stammlteung 1 und 400 pi von der StammlOsung 2 ecMvfe 
7«45 mg vom wasserttefichen CartsodSmid verwendet 

Die martdertan AntacOrper werden - wie in Beispiel 11 
beschrieben • durch Qetcbromatographie vom Uaberschuas 
en Ru-KomplQx (RC-10] abgetrennL 

Die UV-6petctro8l(opt8Cha Beetimmuns dss Qehaftas an 
h4gQ und an Ru^ComptoK ergab folgande Warta: 

031 X 10~« M/1 Ru-Komplsx 

0.78 X 10-« M/l MgG 

Dies entspricht efnem Martderungggrad MQ von 1 A 
Bfltepiei22 



Marktenmo von MaQ mft dam Ru-Knmntof fR^^] 

For (fie Koppt u ngsreatoion werden die folgenden 
Stanvnkteungen hergeste&t 

1) 331 mgAnl Ri^Komplox [RCM] in Waseer bei pH 

43 

2) 6.0 mofttA MgQ in 200 mM NaHCO; pH 83. 

Die Kopptungsnsakfion ertblgt nach dem in Befspiel ii 
be8chrid)enen Verfahren. Dabei weiden jewoBs 400 )i von 
den Stammlteunoen i und 2 eowie 0,75 mg vom was- 
serttsSchen Carbocffimij vvwendat 

Die marldertsn AntiWrper warden - wie m Beispie! 11 
beschrieben - durch Qete hP on ^a lu giap We vom Ueberechusa 
an Ru-Komplex [RC-4] abgetrennt 

Die UV-6pektroskoptsche Bes&nmung das Qehattaa an 
h-lgO und an Ru-Kompleoc ergab folgende Werta: 



831 X lO-« m Ru-Komplex 
1,17x10-* M/l h^gQ 

Dies entspricht etnem Martdeningsgrad MQ von 4,70. 
Beteoiel24 



MsfkienjnQ von MoG mH dem Rif-Knmnk» mn.si 

10 

FOr (fie Koppiunosraaktion warden die folganden 
Stammlteungen hergasteOt 

1) 337 mg/ml Ru-Komplex [RC-5] in Wasaer bei pH 

43 

IS 2) 63 moM h^gO in 200 mM NaHCa; pH 83. 

Die Kopptungsreaktxm erfblot nach dem in Beispiel 11 
beschriebenen Verfahrea Dabei werden jeweis 400 td von 
den StammUsungen i und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
aerttaSchen Carbodomid venwendst 
so Die mafkiertan AntOcOrper warden - wia in Beispid i'i 
besr^hriaben - dutch Qek^vomatogiaphie vom UeberK^huss 
an Ru-Komplax [R05] abgetrmt 

Die UV-6pektro8kopteche Bestimmung des Oehaltss en 
h-lgO und en Ru-Kon^lex ergab folganda Werta: 
as 11,7jt10-«MflRu^<omplex 
134x10-«M/lh^ 

Diee entspricht einem MarUanngsgrad MQ von 11.2. 
Beispiel2S 



Markiflfww von h^<aQ mftdem Rii-Knrn^ 

FOr (fie Koppfajngsreaktkm werden die folgenden 
StammlOsungen hergestattt 

1) 3^ mgrtfnl Ru-Komplex [RC^] in Wasser bai pH 

43 

2) 63 mg/M h4gQ in 200 mM NaHCO,; pH 83. 
Die Kopptungsrsaktkm erfolgt nach dem in Beispie} ii 

beschriebenen Vertahrea Dabei werden jeweBs 400 pi von 
den StamrvdAsungen 1 und 2 sowie 0375 pi vom was- 
aeriOsSchan CarbodMnkJ verwendat 

Die mariderten AntikOrper werden • wie in Beispiel 11 
beschrieben - durch Qekivomatosraphle vom Lfeberschuss 
an Ru-Komplex fRC-9] abgetrennt 

Die UV-epektroskopische Bestimmung des Qehaites an 
h-tgQ und an Ru-Komplex ergab tolgende Werta 
5,69 x 10-* m Ru-Komplex 
045 x 10-« m h^gQ 

Dies entspricht emem Meriderungsgrad MO von 123. 
AnsprOche 

1. Rutheniumktxnplexe. oi die ein trnmunologisch akti- 
ves Material gekoppett ist wobei (fie Rutheniumkomplexe 
die afigemeine Fomiet 

Ru^^UUU I 

aufwetsen, worin U U und U glekii oder versctMen 
60 eind und je einen bi- Oder pdycycSachen Ugandan mit 
nMestana zwel attekatoflhattigen H e terocydan bedeuten. 
wobei nMestans einer (fieaer Uoanden mit mindestens 
einer wassertteUch machenden Qnippe substftuiert isl und 
wobei mindestens einer (fieser Uganden mit mindestens 
es einer reafctiven Qmppe. gegebenenfaOs Qber eine Spacer- 
gnjppe, substituiart ist, und wobei (fie LJgandan U. U und 
U Ober GtKfcstaffatome an das Ruthenium gebunden sind. 



MerWCTWM von h4QQ mft dem Ru-Komote fRC-ai 

30 

FOr (fie Koppfaryareaktiori warden (fie folgenden 
StammlOsungen hergestattt 1) 

3.7 mgftnl Ru-Komplex [RC-31 in Wasser ber pH 43 

2) 

6.0 mgftnl h4gQ ki 200 mM NaHCO.; pH 83. 35 

CHe KoppkmgsraekSon erfolgt nach dem hi Beispiel 11 
beschriebenen Verfahian. Dabei %«erden jewels 400 tri von 
den StmitfOsungen 1 taid 2 sowie 0,75 vom wes- 
aerl tofi utien C a rbo dOm id veniwndel 

Die mariderten Antikfirper wenten -wieki Beisplet 11 40 
be schri eberi - durch Qetohro nwU jgrBphia vom Ueberschuss 
en Ru-Komplex [RC-3] abgetrennt 

Die UV-6pektiosfcopische Bestimmung des Qehaltas an 
h-lgO und an Ru-Komplex ergab folgande Werta: 

Ml x 10-« m Ru-Komplex 45 

1,21 x 10-« M/l h-IgG 

Dies entspricht einem Meriderungsgrad MQ von 33. 

60 
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2. RuttientumltompIeK nach Anspruch 1. dadurch 
-^Oekennzaichnet, dass (Se Ugandan L, bzw. U 

W-Bipyridin.. 1.10-PhananthraBr>.. BathophenanthfoBn- 
Banzobathophenanttuobvoruppen en^^ 

3. Ruthertumkomptex nach Anspruch 2. dadurch 5 
Qofcyyfcfawt. dass (fie Ugafxfen L. taw. U Bathophe- 
^^y^y^' and und mit SutfansaunBgruppen ais was- 
eertOsSch machende Gruppen substrtuiert sind. 

4. Rutheniuntompto nach Anspruch 3. dadurch 
gefcennzeichnet, dass die Sutfonsdurogmppen in Form der io 
Sabs vortegea 

5. Rirthenhimkomplex nach Anapnjch 1, dadurch 
Oofcamuwduwi. dass der Ugand U eirw 2^'-Bipyridin.. 
l.l04»henantt«)tin-. BathophenanthroKn- oder 
Benzobathophenamhrofin-gruppeenthfitt. « 

6. Ruttieniumtompiex nach Anspruch 5, dadurch 
Oo*wnnzeichnet dass der Ligand L, eine 
Battiophenaf«hrt*n- Oder Benzotwrnophenanthrofevgnwe 
enaiat. <fie mrt mndestans einer Alkytengnjppe nv\ 
hflchstena 8 C-Aiotnen w i hoi Hu ieft tat, (tie gegebenenfaSs so 
•Sa-NH, -S-, -0-. -COO-. Oder -CO-NH- aufweiaen 
kana 

7. Rutheniumkomplex nach Anspruch 6. dadurch 
gekenmefchnet. dass (fie ABcytongruppe endsffindig mrt ein- 
er -COOK -NHft -NCS. -J Oder -SO,HaI Qnjppe eubsti- 25 
tuiert tsl 

a R u lheni u nkoi»ptex nach ecnem der Anspruche 6-7. 
deAiroh gakennzeichne!, dass der Ugand U dfe Qruppe 
-Sa-NHCCH.) /X)OH enthfitt. wobei n eine ganze Zaht 
. von 1-6 bsdeutsl ^ 

9. RuihenuntompIeK nach etnem dar AneprOche 6-7, 
dackjrch gatcenrasktfmet. dass der L^and U (fie Qrune 
-(CH.).COOH enrat 

ia Rutheniumfoxnpiex nach einem der AnsprOche 6-7. 
(te(kffch gekennzeichnec dass der Ugmd U dn Qmppe 35 
-<CH.),COOH enthAft. 

11. Rutheniumkompisx nach Anspruch 5. dadurch 
g^| « ^* ^ '"tf t <tew <ter Mpand U 2;2*-Bipyrkfin ist. der 
rm nrwvlsstQns einer CartMBcylgruppe substrtuiert ist 

1& Rutheniu mK omple x nach Anspruch 1, dadurch 40 
oekenraeichnet, dass (fie Uoanden U. U und L, gieich 
^ B a thoph BHtt nfltfu l in darstelen, (fie aowohl mrt einer 
wwie il&aHL'h machenden Qiuppe als auch Ofcer eine Spa- 
ceivuppe mit einer reaktivan Qruppe substrtuiert sind. 

^13- Rutheniumfajittpfaxe nach Anspruch 12, dadurch 45 
oeicennzoichnet. dass (fie wasserVtaGch machende Qruppe 
eine Sutfonafluregnmpe ist und dass de retidive Qnippe 
eine Carboxytgruppe ist (fis* ffljer eine - 
SO.-NH-<CH,),-SpaoOfBruppe verknOpft ist 

14. Rutheni u mkomplex nach einem der AnsprOche 50 
1-13, dadurch gekennzeichnet. dass das immunok)gisch 
aktive Materiat em Antigen Oder Hapten ist 

15. Rulheniumkamptex nach einem der AnspriJche 
1-13, dadurch gekennzsichnet dass das immunologisch 
aktive Matsrial ein AntikOrper ist 55 

ia Rutheniumkompisx nach Anspruch 15. dadurch 
oetemMichnei dass das immwiotogisch aktive Materia] ein 
A"**0»per gegen carcinoembryonetes Antigen, humanos 
ChofiongonadQtropin Oder a-lnterferon ist 

17. Verfahren zur Herstefiung eines Ruthenk«tonple- so 
xes gemSss aRgemeinen Fonnel I von Patentanspnjch 1, an 
den ein mnunotogisch aktives Matoriat gekoppeK ist 
<*adurch gekennzsichnet dass man den Rutheniumkomplex 
gemftss aagemeiner Forme! I in an skA bekanmer Wetse 
mrt einem immunotogisch aktiwen Material koppeft. S6 



18. Vertahren nach Anspruch 17. dadurch gekenn- 
zeichnet dass man els Koppkmgsmrtte) N- 
Cyctohexy*-N'-<2.marphofino«hyO-carbodamkl 
methyl-p-toluolsuKonamkJ verwendet 

Ifl. Vertahren nach Anspruch 17 oder la. dadurch 
ookennzefchnet dass man afs tmmunotogisches Material 
AntiWrper gegen carctnoembryonales Antigen, humanes 
Choriongonadotropin oder a-lnterferon verwendet 

20. Venwncking eines Rutheniumkomplexes nach ein- 
em der AnsprOche 1-13 in einem Fkioraszenzimmunoassay. 

21. Venwendung eines Ruthertumkomplexes nach ein^ 
em der AnsprOche 1-13 in einem Ruoreszonzinwnunoassay 
mrt zeftau^geiftster Fboreszenzmessung. 

22. Rutheniumkompleoee der aflgemeinen Fonnel 

Ru2*IhUU I 

worin L„ U, und U gie«h oder verschieden sind und je 
emen bi- oder polycyc&chen Ugandan mrt mindestens zwei 
stickstoffhaftigen Heterocyden bedeuten, wobei mindestens 
einer dieser L^fanden mtt mindestsns etner ittfLwart ^ K^j) 
nwchenden Qmppe substrtuiert ist und wobei mindestens 
einer dneer Uganden mrt mindestmta einer reektiven 
Qruppe, gegebenentaUs Qber eine Spacerspuppe, substi- 
tuiert ist und wobei (fie tjgsiden L.. U und U Ober 
Stickstonatoma an das Ruthenium gebundsn sind. 

23. RuthenkimkompieDte gem&se Anspnx:h 22. worln 
die Uganden L,. L, und U (fie in den AnsprOchen 2-13 
erwflhnten Bedeutungen habea 

^ngpfOtfwtuTAT 



1. Vertahren zur Herstafiung eines Rutheniuntonple- 
xes gemass sAgameinen Focmel 

worin U. U und L, gieich oder verachieden sind und je 
6«en bi- Oder pdycycfiachon Uganden mrt mindestens z¥wi 
gtfc kato W ia lUueii lleterDcyUeii bedeuten. wobei mindestens 
einer dtesar Uganden mit mindestens einer wasaeriOa fi ch 
ntechenden Qmppe substrtuiert ist und wobei mMestens 
einer dteser Uganden mrt ntindestens einer r^ktiven 
Qnjppei gegebenentafls Ober etna Spacergruppe. substi- 
tufert^und wobei die Uganden L„ U und L, Ober 
StJckstoftaiome an das Ruthenium gebunden sind, an den 
ein immunotogisch aktives Materia) -gekoppett ist (tedurch 
oekennzetohnet dass man den Ruthentumkonmlex gem&ss 
angemeiner Fonnel I in an stoh bekanntar Wetse mrt einem 
wwwwtogtsch aktiven Material koppeft. 

Z Vertahren nach Anspruch 1.* dadurch gekennzenh- 
r»t dass man ais Kopplungsmrtte) N- 
Cyck)hexyl-NM2-morpholinoflihyO<arbodiknki 
methyl-p-toluolsutfbnamid verwendet 

3. Vertahren nach Anspnjch 1 oder 2. dadurch 
oetocraichnet dass man ate immunotogtsches Material 
Antikftrper gegen carcinoembfyonates Antigen, humanes 
Choriongonadropin Oder a-lnterleron verwendet 
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